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Praca wykonana w Instytucie Nauk Biologicznych, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej

w Lublinie pod kierunkiem dr hab. Jolanty Jaroszuk-Sciset prof. UMCS Lublin.

Recenzja zostala przygotowana w odpowiedzi na pismo Dyrektora Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Pani prof. dr hab. Anny
Jarosz -Wilkotazka z dnia 23.03.2021 roku, w ktérym poinformowano mnie, ze decyzjg Rady

Naukowej zostatam powolana na recenzentke ww. pracy.

Problematyka badawcza

Polimery od lat wykorzystywane sa w wielu galeziach przemystu, jednak - wobec
zagrozenia jakie syntetyczne zwigzki moga stanowi¢ dla $rodowiska - naukowcy wcigz
poszukuja naturalnych substancji, ktore, przynajmniej cze$ciowo, moglyby je zastgpic.
Doskonalg alternatywe dla niektorych syntetykdw stanowig biopolimery, ktérych przykladem
mogg by¢ polisacharydy uzyskiwane z roslin (skrobia i pektyny) oraz wodorostéw (agar i
alginian), znajdujace zastosowanie w przemysle spozywczym i kosmetycznym jako
substancje stabilizujace i konserwujace, czy wykorzystywane w medycynie naturalnej, a takze

rolnictwie jako stymulanty odpornosei roslin. Jednak produkcja zwigzkéw pochodzenia
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roslinnego wymaga czasu i przestrzeni, totez - od okoto 30 lat - naukowcy kierujg swoja
uwage na zwigzki, ktorych produkcja moglaby odbywac sie przy udziale drobnoustrojow.
Wiele mikroorganizmdw, oprocz wytwarzania enzymow, witamin, pigmentow, antybiotykow
czy toksyn, posiada takze zdolno$¢ do syntezy zewnatrzkomorkowych substancji
polimerycznych - EPS. Glownym skladnikiem EPS sa polisacharydy (40% do 95%),
pozostatg zas czes¢ stanowig bialtka, zwiazki fenolowe, pochodne kwasu uronowego, lipidy 1
pochodne zwiazkéw aminowych. Ze wzgledu na dominujacy skladnik cukrowy przez wiele
lat skrétem EPS okreslano egzopolisacharydy - dlugotancuchowe polimery weglowe
wydzielane do Srodowiska zewnetrznego przez mikroorganizmy. Zdolno$é do syntezy EPS
wykazujg zardwno Protista, jak i bakterie oraz grzyby - zwiazki te daja im przewage w
srodowisku, pozwalajac na zwigkszenie adaptacji do niekorzystnych warunkéw wzrostu,
takich jak: zmiany temperatury czy wahania wartosci pH, okresowa susza, obecnos¢ srodkow
powierzchniowo czynnych czy antybiotykéw. Mikrobiologiczne egzopolisacharydy sg z
natury substancjami biodegradowalnymi, przez co mniej szkodliwymi dla Srodowiska niz
polimery syntetyczne.
Dotychezas uzyskano wiele EPS — gtownie pochodzenia bakteryjnego, ktére znalazly
zastosowanie komercyjne w produkcji kosmetykéw oraz zywnosci, w farmacji, badaniach
medycznych i analityce. Mozna wymieni¢ tutaj substancje takie, jak: ksantyn czy kurdlan
wykorzystywane w przemys$le spozywczym, dekstran znajdujacy zastosowanie w
kosmetologii, lewan w medycynie, bakteryjna celuloza, z ktorej wykonuje si¢ nowoczesne
opatrunki czy B-glukany znajdujace zastosowanie w leczeniu zmian nowotworowych jako
biostymulanty uktadu odpornosciowego 1 wiele innych.
Bardzo interesujaca wydaje si¢ takze mozliwo$¢ wykorzystania egzopolimerow grzybow,
ktére stanowia jedng z najwazniejszych i najbardziej zréznicowanych grup organizmow
zasiedlajgcych érodowisko naturalne 1 wiele z nich wykazuje zdolnos¢ do syntezy szerokiego
spektrum bioaktywnych metabolitow wtérnych - od niskoczasteczkowych substancji
sygnatowych, przez rozbudowane strukturalnie toksyny do zewnatrzkomérkowych substancji
polimerycznych. Niektore z tych produktéw jak pullulan wytwarzany przez Aureobasidium
pullulans sa juz powszechnie wykorzystywane, inne czekaja na odkrycie.

Przedstawiona do recenzji praca, przygotowana przez mgr. Artura Nowaka, dotyczy
istotnego problemu badawczego zwiazanego z mozliwoscia uzyskania polimerow
zewnatrzkomorkowych (EPS) z hodowli wybranych izolatow grzybow typu Ascomycota, a

podjety temat badawczy stanowi istotny wkiad w poszerzenie wiedzy z zakresu mykologii.



W literaturze mozna znalezé liczne prace zawierajagce wyniki badan dotyczacych EPS
produkowanych przez bakterie, jednak pismiennictwo zwigzane z wytwarzaniem substancji
polimerycznych przez grzyby jest do$¢ skape. Warto w tym miejscu rowniez wspomnie¢, ze
Doktorant jest wspotautorem jednej z nielicznych prac dotyczacych tego zagadnienia, ktdra
ukazata si¢ w czasopismie ,,Molecules” zaledwie rok temu (,,Differences i production,
composition and antioxidant activities of exopolymeric substances (EPS) obtained from
cultures of endophytic Fusarium culmorum strains with different effects on cereals”
doi:10.3390/molecules25030616) i do ktorej kilkukrotnie odwoluje sie w niniejszym
opracowaniu.

Praca doktorska mgr. Artura Nowaka wpisuje si¢ w problematyke badan zwigzanych z
poszukiwaniem nowych biopolimeréw oraz optymalizacja warunkow ich wytwarzania, a
przedstawione w niej wyniki mogg stanowi¢ podstawe do opracowania metody ich produkcji
na skale przemystowa.

Podjeta w rozprawie tematyka jest aktualna i doskonale wpisuje sie w biezace potrzeby wielu
dziedzin - nie tylko nauki, ale takze rolnictwa, ochrony $rodowiska i, nie wykluczone, ze w
przyszlosci rowniez przemystu.

Majac na uwadze roznorodno$¢ oraz szeroki zakres badan wykonanych w ramach
przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej pozytywnie oceniam opracowanie, ktore jest
nowatorskie i moim zdaniem wchodzi zaréwno w zakres dziedziny nauk S$cistych i
przyrodniczych jak i rolniczych, uwazam ze miesci si¢ w dyscyplinach: nauki biologiczne

oraz rolnictwo i ogrodnictwo.

Ocena pracy pod wzgledem formalnym i strukturalnym

Przedstawiona do recenzji praca zostala przygotowana w formie zwartego
opracowania w sposob typowy dla doktorskich prac eksperymentalnych i obejmuje 298 stron
maszynopisu - w tym: 253 strony zasadniczego tekstu (z uwzglednieniem stron tytutowych,
spisu tresei, wykazu uzywanych skrotéw oraz streszczen w jezyku polskim i angielskim), 16
stron spisu bibliografii, 1 strona spisu wykorzystanych Zrédet internetowych, 1 strona
zawierajaca spis tabel, 7 stron spisu rycin, 14 stron suplementu w postaci rycin i tabel, ktére
nie zostaly zamieszczone w tekscie zasadniczym oraz 6 stron zyciorysu naukowego w postaci
aneksu, w ktorym uwzgledniono publikacje Doktoranta, udzial w grantach, wystgpienia
konferencyjne, nagrody i wyrdznienia, patenty i inne informacje dotyczace jego dzialalnodci

naukowej.



Opracowanie podzielono na dwanascie rozdzialow z licznymi podrozdziatami
systematyzujacymi informacje literaturowe, cel i hipotez¢ badawcza, dane na temat
zastosowanych materiatéw i metod badawczych — w tym analizy statystycznej, opis wynikow
z badan wlasnych autora, dyskusje, podsumowanie 1 wnioski.

Pod wzgledem uktadu, w mojej opinii, praca zostala przygotowana poprawnie, jest
logiczna, a tresci zostaty przedstawione we wilasciwej kolejnosci. Pod wzgledem formalnym
opracowanie nie wzbudza zastrzezen, jest napisane w sposdb poprawny jezykowo — bledy
edytorskie sa zdumiewajaco nieliczne. Praca przygotowana jest ciekawie i spojnie, a
zgromadzone pozycje literatury zostaty zacytowane poprawnie.

Wykorzystana w przygotowaniu opracowania starannie dobrana bibliografia obejmuje 444
pozycje z czego 36 to strony internetowe (netografia). Zgromadzona literatura to gtownie
najnowsze publikacje w jezyku angielskim oraz pozycje starsze, ktore niezbedne byly dla
prawidtowego przedstawienia analizowanego zagadnienia, zardwno od strony teoretycznej jak
1 praktyczne;j.

Spos6b zestawienia rezultatow badan i wykonana analiza Swiadcza o tym, ze Doktorant
potrafi dojrzale 1 trafnie weryfikowaé informacje naukowe. W pracy znajdujemy az 145 rycin
i 22 tabele - gtownie zawierajace wyniki badan wlasnych. Przedstawienie wigkszosci
wynikéw w formie graficznej - w postaci wykresow, bylo bardzo dobrym wyborem autora,
gdyz pozwala to czytelnikowi na szybsza i latwiejsza analiz¢ rezultatéw badan, co czasami
bywa utrudnione w przypadku zestawien tabelarycznych. Czes¢ rycin, a takze obszerne tabele
w wynikami zamieszczono w suplemencie — pozwala to na szczegélowe zapoznanie si¢ z
danymi, ktore nie znalazly sic w tekscie gléwnym opracowania. Tres¢ pracy uzupelnia
rowniez dokumentacja fotograficzna i kilka schematow.

W mojej ocenie rozdziat 1.2.1, chociaz bardzo ciekawie i starannie opracowany, jest nieco
zbyt obszerny; z kolei za bardzo celowe uznaje szczegOtowe scharakteryzowanie rodzajow
Fusarium, Penicillium oraz Trichoderma bedacych glownymi obiektami badan.

Praca zostala przygotowana wyjatkowo starannie — znalaztam jedynie nieliczne bledy gtownie
edytorskie, jak m.in.: str. 20 — ,,Gatunek Fusarium...”; str. 48 — jest zatrymanie zamiast
zatrzymanie; str. 61 — wiersz 6 — powinno by¢ rodzajéow a nie gatunkow; str. 79 — jest
.znalez¢ mozna doniesiefi”; str. 146 — jest procest zamiast proces; str. 156 — brak kursywy
przy nazwie tacinskiej.

Jedyna moja istotniejsza uwaga w tym miejscu dotyczy tytuléw podrozdziatow 1.2.1.1,
1.2.1.2 1 1.2.1.3 odpowiednio: ,,Charakterystyka gatunku Fusarium spp.”, ,,Charakterystyka
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gatunku Trichoderma spp.”, ,,Charakterystyka gatunku Penicillium spp.” — sg nieco mylace
gdyz spodziewal sie mozna opisu np. nowego gatunku, ktéremu nie nadano jeszcze nazwy.
W mojej ocenie lepiej tresci rozdzialow odpowiadaloby: ,,Charakterystyka gatunkéw z

rodzaju Fusarium™ lub po prostu ,,Charakterystyka Fusarium spp.” itp.

Ocena pracy pod wzgledem metodyecznym

W ramach czesci eksperymentalnej przedstawione] do recenzji pracy Doktorant

wykonat szereg analiz zwigzanych z optymalizacja warunkow hodowli wybranych 12
izolatow grzybow (3 szczepy Fusarium culmorum: Fc2-PGPF, Fe5-DRMO, Fc37-patogen, F.
avenaceum, F. oxysporum, F. graminearum, Trichoderma harzianum, T. koningiopsis, T.
reesei, Penicillium simplicissimum, P. paneum, P. commune) wplywajacych na wydajnosc
wytwarzania EPS takich jak: dobor wyjsciowego podloza hodowlanego, czasu i temperatury
inkubacji, wybor zrédia wegla i azotu oraz ich stezen w pozywce a takze optymalizacja
wyjéciowe] wartosci pH. Waznym etapem badan, czasochtonnym 1 wymagajacym znajomosci
wielu technik badawczych, byta analiza sktadu polimeréw zewnatrzkomorkowych (EPS)
wytworzonych przez grzyby.
Autor jednak nie ograniczyt sie tylko do badan nad optymalizacja produkcji EPS grzybow i
oznaczaniem ich sktadu, ale, co szczegdlnie wartosciowe, ocenit ich wybrane wtasciwoscei
biologiczne. W tym etapie wykonane zostaly badania nad wplywem metali cigzkich na
stezenie EPS produkowanych w warunkach in vitro oraz wlasciwosci chelatujace
biopolimeréw, oceniono rowniez ich wiasciwosci antyoksydacyjne, wptyw na kietkowanie
nasion i rozwoj siewek pszenicy a takze, co - w mojej ocenie - najciekawsze z rolniczego
punktu widzenia, indukcje opornosei w tkankach pszenicy w oparciu o aktywnos$¢ enzymow
markerowych takich jak: liaza fenyloalaninowa, liaza tyrozynowa, peroksydaza
askorbinianowa, peroksydaza gwajakolowa, katalaza, glukanaza i chitynaza.

Metodyka zostala poprawnie opisana i uzupelniona odsylaczami do stosownych
tekstéw zrodlowych. Doswiadczenia byly zaplanowane logicznie, a szeroko zakrojone
badania laboratoryjne wymagaly od Doktoranta duzego nakladu pracy, konsekwencji w
dzialaniu, systematycznosci 1 doktadnosci, bowiem tego typu analizy sa bardzo czasochtonne
i wymagaja ogromnego zaangazowania badacza.

W moim mniemaniu Doktorant umiejetnie wykorzystal znajomo$é rdéznych technik
badawczych, nie tylko typowo mikrobiologicznych, ale takze analiz biochemicznych, co

czesto stanowi wyzwanie nie tylko dla mlodych badaczy.



Zgromadzone wyniki zostaly poprawnie opracowane z wykorzystaniem podstawowych metod
statystycznych.

W tym momencie nasuwajg mi si¢ dwa pytania dotyczace metodyki:

- Badano szczepy wyizolowane i opisane m.in. w latach 1994 1 2007 1 napisano, ze byly
przechowywane na podtozu Martina — od lat czy tylko w okresie badan?

- Skad decyzja o badaniach sktadu EPS trzema metodami chromatograficznymi?

Jedyna moja uwaga/zastrzezenie do metodyki dotyczy informacji zawartych w
rozdziale 3.3. Inokulacja podtéz zawiesing zarodnikéw badanych szczepow (strona 83) - otoz
jesli liczebnosé zarodnikéw grzybdw oznaczano z wykorzystaniem hemocytometru to nie
mozna podaé gestosci zawiesiny w postaci JTK/mL — chyba, Zze oznaczano ja rowniez z

wykorzystaniem metody hodowlanej - ale takiej informacji w tresci pracy nie podano.

Ocena merytoryczna pracy

Autor pracy postawil sobie ambitny cel nie tylko uzyskania polimerow
zewnatrzkomorkowych (EPS) z hodowli dwunastu szezepdw grzybow nalezacych rodzajow
Fusarium, Trichoderma 1 Penicillium, ale takze optymalizacji warunkéw ich inkubacji dla
uzyskania maksymalnego stezenia EPS w hodowlach, poznania budowy i sktadu bipolimeréw
wytwarzanych przez szczepy reprezentujace rézne gatunki, ale przede wszystkim okreslenie
wybranych wilasciwosci uzyskanych EPS, wsérdd ktorych za najeiekawsze uwazam badanie ich
wilasciwosdci elicytorowych — czyli indukowania w tkankach siewek pszenicy aktywnosci
enzyméw charakterystycznych dla szlakéw odpornosei roslin.

Teoretyczne podstawy zwigzane z celami badawczymi autor przedstawil w prawie
siedemdziesieciu stronnicowym wstepie, w ktérym scharakteryzowal grzyby z typu
Ascomycota ze szczegblnym uwzglednieniem rodzajéw stanowigcych material badawezy i
omoéwit zagadnienia dotyczace polimerow zewngtrzkomérkowych w tym ich zréznicowanie
strukturalne oraz gldowne szlaki syntezy i czynniki wplywajace na regulacje syntezy EPS
przez mikroorganizmy. W tym rozdziale czytelnik znajdzie rowniez przekrojowe informacje
na temat bioaktywnych polimeréw zewnatrzkomoérkowych, ich komercyjnego zastosowania
w przemysle spozywezym, kosmetycznym i farmacji oraz roli biopolimeréw w Srodowisku i
ich potencjalnego wykorzystania w rolnictwie.

Zamierzony cel badan Doktorant osiagnat przygotowujac przemyslany eksperyment i
przeprowadzajac szeroko zakrojone badania laboratoryjne dotyczace optymalizacji warunkéw

hodowli wybranych grzybow i analizy sktadu wytworzonych przez nie polimeréw
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zewnatrzkomorkowych oraz oceny wybranych wlasciwoscei biologicznych uzyskanych EPS.
Wyniki zostaly przedstawione gtéwnie graficznie na licznych wykresach, co znaczgco
ulatwito analize i interpretacje otrzymanych danych.

Szczegblnie istotne w rozdziale Wyniki wydaja sie dane dotyczace indukowania
odpomnosci roélin - co moze mieé niebagatelne znaczenie aplikacyjne dla rolnictwa.

Rezultaty analiz zostaly poddane dyskusji w rozdziale pigtym, w ktérym autor omowil
uzyskane wyniki na tle literatury. W ramach tego rozdzialu dokonana zostala szczegélowa
analiza tekstow zrodlowych zwigzanych z tematyka realizowanych badan, co z pewnoscig
stanowito dla Doktoranta ogromne wyzwanie ze wzgledu na niedostatek publikacji
bezposrednio korespondujgcych z jego eksperymentami. Rozdzial Dyskusja stanowi bogate
podsumowanie wiedzy merytorycznej dotyczacej podjetego w rozprawie problemu i §wiadczy
o analitycznych zdolnosciach Doktoranta oraz duzej wiedzy teoretycznej.

W koficowym rozdziale autor zamiescit krétkie podsumowanie otrzymanych wynikow
oraz wniosek koficowy wraz z siedemnastoma rzeczowymi wnioskami szczegétowymi, ktore
stanowig bezposrednie odbicie otrzymanych wynikéw badan, sa konkretne i odnosza si¢ do
celu pracy. Na zacytowanie zasluguje wniosek koncowy, w ktérym autor podsumowujgc
swoje badania podaje, ze hodowle Ascomycota sg zrodtem EPS o odmiennym skladzie i
cennych wlasciwosciach biologicznych wytwarzanych z intensywno$cia zalezng od
warunkéw hodowli, a wytwarzanie EPS przez grzyby moze by¢ cecha szczepowa, ale tez
zalezng od przynaleznosci do gatunku lub rodzaju. Godne uwagi sa réwniez szczegdlowe
wnioski 16 1 17 dotyczace wplywu uzyskanych EPS na rosliny w ktérych zwrocono uwagg na
25% wzrost $wiezej masy siewek pszenicy pod wplywem EPS uzyskanych z hodowli
szczepow F. culmorum Fc37 i T. koningiopsis oraz na fakt, ze egzopolimery wykazywaly
zdolno$é do stymulacji aktywnosci enzyméw markerowych dla indukeji odpornosci roslin.

Majac na uwadze informacje zawarte w poszczego6lnych rozdziatach i podrozdziatach
praca moze stanowié istotna pozycje w literaturze dotyczacej nie tylko mykologii ale takze
biochemii i fizjologii roslin.

Przedstawione w pracy wyniki badan maja takze znaczenie aplikacyjne dostarczajgc
waznych informacji o optymalizacji wytwarzania EPS, ktére ze wzgledu na zdolnos¢
immobilizacji metali, wlasciwosci antyoksydacyjne oraz elicytorowe moga, po serii badafi
wdrozeniowych, znalezé zastosowanie komercyjne w takich dziedzinach jak: medycyna,
ochrona $rodowiska oraz rolnictwo - jako preparaty antyoksydacyjne, bioremediacyjne oraz

biologiczne $rodki ochrony roslin.



Podsumowujgc recenzj¢ stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa naukowa pt.
Charakterystyka zewnatrzkomorkowych polimerow uzyskanych z hodowli wybranych
orzyb6w Ascomycota” przygotowana przez mgr. Artura Nowaka stanowi oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego, wskazuje, ze autor posiada niezbgdna wiedzeg teoretyczna,
zdolny jest do planowania eksperymentow, opanowat techniki laboratoryjne oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy badawczej w dyscyplinie nauki biologiczne spetniajgc tym
samym wymagania ustawowe stawiane pracom doktorskim (akty prawne: Dz.U. 2016 poz.

882, Dz.U. 2016 poz. 1311, Dz.U. 2017 poz. 859).

W zwigzku z powyzszym wnioskuje do czlonkéw Rady Naukowe]j Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr.
Artura Nowaka do dalszych etapow postgpowania w przewodzie doktorskim.

Jednoczesnie, majac na uwadze szeroki zakres przeprowadzonych badan, wartos¢ uzyskanych
wynikow, wysoki poziom merytoryczny opracowania, nowatorstwo oraz potencjat

aplikacyjny pracy, wnosze o jej wyrdznienie.

Dr hab. inz. Maria J. Chmiel prof. UR
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